WL Bw4H 动 物 TF 研 究 VOIL 1, NO.4 


1980 年 1 1 月 ZOOLOGICAL RESEARCH NOV., 1980 
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Riiat titat, TRÄ, MLA OL mt, FAR 
E, iH, EiS Reu LEA SHER, FHEA-H OTR 
MH, METRA HA EA OET), WRAN LRA SEM 
A, TeRETMBMEEMAARFUOCRES kikit (Lindsirom, 1976; 
Lefvert 1978 ) 。 对 研究 神经 肌 接 涉 的 生理 功能 , 亲 明 重症 肌 无 力 的 发 病 机 理 、 
辅助 诊断 和 观察 疗效 均 有 实际 意义 ， 


我 们 在 重症 肌 无 力 的 临床 研究 中 ， 按 Lefvert (1978) WARE aH, ARTA 
Lie BA PRR BE SE HE ER, HS? 1 神经 毒素 一 一 人 横 纹 肌 乙 酰 胆 奏 受 体 复合 物 ('，! I 
一 NT 一 AChR ) ， 测 定 重症 肌 无 力 患者 乙酰 胆 丛 受 体 抗体 ， 现 将 '*! RARE 毒素 
的 标记 方法 、 性 能 鉴定 以 及 其 与 乙酰 胆 奏 受 体 结合 试验 的 结果 报告 如 下 ， 


一 、'”] 有 限 镜 蛇 神 经 毒素 的 标记 方法 及 性 能 鉴定 

(一 ) 标 E 

华南 亚 种 眼镜 蛇 ( Naja naja atra ) 神经 毒素 ( 由 昆明 动物 研究 所 ,广州 军区 总 医院 
提供 ) ，200hg 置 尖 底 小 玻 管 中 ， 溶 解 于 50hl 磷 酸 缓冲 该 (0.,05M，pH7 ,4) ,加 50h] 无 
载体 Na!s:I(2 一 3mcCi 再 喷 注 加 入 100u1 氧 胺 TI100hg ) ， 反 应 一 分 钟 后 立即 加 
100H1 偏 重 亚硫酸钠 《800ng )， 使 反应 终止 ， 滴 入 10%KCI2 滴 。 

(二 ) 监 Æ 

1 、S$ephadexG 一 25 福 层 析 HiSephadexG—25 8g， 装 成 0.8X 43cm 的 柱 ， 用 


本 文子 1 人 8 0 年 2 月 2 9 日 收 到 
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0.05M, pH7 ARRAS i, INF MAAR AER AR. Ala ee 
眼镜 蛇 神 经 毒素 原液 ， 用 上 述 磷酸 缓冲 液 洗 脱 ， 速 度 为 12 一 15 滴 /分 ， 每 管 收集 0 .5ml， 
于 第 20 管 开始 出 现 第 一 峰 ( 为 标记 毒素 峰 ) ， 第 52 管 出 现 第 二 峰 ( 为 游离 '*!' 工 盐 峰 ) ， 
见 图 1 。 样 品 置 4 CERAH. 





BLS! | IRR seH RA HSepha dexG 一 25 柱 层 析 图 


2 SERRE RS 用 Whatman I 号 滤纸 上 行 层 析 ， 展 开 液 为 正 丁 醇 ， 冰 酯 
， 水 (200:30:75 ) .10 小 时 半 ， 展 开 液 上 行 22cm。 待 纸 干 燥 后 放射 自 显 影 ， 分 Rit 
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图 2 IRRA | RRMHBSRREH LH 


由 此 求 得 Rf 值 ，!，! 1 眼镜 蛇 神 经 毒素 为 0， 游 离 151 I 为 0.27， 
依据 下 列 公式 计算 ， 
-a 1s1 械 眼镜蛇 神经 毒素 cpm 
tie ——“pe Saree Bi epm <1 00 
_ RAT! Loci x frig 
Ho PE =i BRE AE Eevee 
结果 ， 标 记 率 为 80 钨 ， 比 放射 性 为 8hciyhg。 
3 、 志 酸 纤 维 素 薄膜 电 汪 及 放射 自 显 影 ” 帮 标 眼镜 兹 神经 毒素 用 乙酸 娃 维 素 淤 膜 电 
泳 。 采 用 巴 比 妥 缓冲 液 ，pH8 .2， 离 子 强度 0.04， 因 眼镜 蛇 神 经 毒 等 电 点 为 9.2, 故 电 沪 
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方向 由 阳极 至 阴极 。 电 流 0.7~0.8 mA/Cm 电压 85V， 通 电 1.5 一 ?2 小时。 薄膜 干 后 自 显 
影 。 未 而 标 神经 毒素 采用 同样 方法 电泳 ， 氨 其 黑 染 色 作 为 对 照 ， 结 果 见 图 3。 而 标 与 未 
标 神 经 毒素 移行 距离 一 臻 ， 征 明 仇 标 物质 为 眼镜 蛇 神 经 毒素 ， 


19) 工 标 眼镜 蛇 神 经 毒素 
(放射 自 显 影 ) 






pi Pfs tinii TE 
fe Hus 


see EEE 


A. sik aR RE TP EE 
( 蛋白 染色 ) 


图 3 fama Se RIL 
经 毒素 乙酸 纤维 薄膜 电泳 图 


4 、 双 向 扩散 试验 及 放射 自 显影 用 1 多 琼脂 糖 制 板 、 中 央 孔 加 限 镜 蛇 抗 毒 血清 
( 由 上 海 生物 制品 研究 所 提供 ) ， 周 围 孔 分 别 加 1 el RR Be ae He BE A BA I AE BE 
的 未 式 标 眼镜 蛇 神 经 毒素 抗原 ，37 匀 温 盲 24 小时， 暗盒 爆光 三 天 后 许 片 ， 显 示 有 这 淀 线 
( 见 图 4 )， 证 明 碘 标 后 眼镜 蛇 神 经 毒素 仍 保持 其 抗原 活性 ， 


中 央 孔 抗体 原液 1HI 
AR 以 这 时 针 方 向 排列 
131 TNT #4 1 pl, 
NT QO, 50ng, 100ng, 200ng, 
400ng, 800ng, 
图 4 '9! | Rew HBEE ALR eH 
双向 扩散 放 射 自 显影 
5 、 火 第 电泳 及 放射 自 显影 取 5 XX 7 cme, 用 1 铝 琼 脂 糖 含 1:1600 稀 释 度 眼镜 
蛇 抗 毒 血清 制 板 ， 打 孔 ， 每 孔 加 141 帮 标 眼镜 蛇 神 经 毒素 及 不 同 量 的 未 标 眼镜 蛇 神 经 毒 
素 ， 电 泳 姐 冲 液 为 巴 比 妥 缓冲 滚 BH8.2， 离 子 强度 0.04， 电 流 75mA， 电 压 120V, 电 泳 时 
间 8 小 时 ， 了 暗盒 爆光 3 天 后 洗 片 ， 显 示 火 箭 图 象 ( 见 图 5 ) ， 也 表明 礁 标 后 眼镜 蛇 神 经 
毒素 有 免疫 活性 ， 





800ng, 400ng, 200ng 
图 5 !3! 工 眼镜 蛇 神 经 毒素 火 
i Rik £ R 
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二 、 烟 奏 型 乙酰 胆 奏 受 体 的 制备 及 结合 试验 


【一 ) 人 骨骼 肌 烟 奏 型 乙 酥 胆 奏 受 体 的 制备 

取 蕉 上肢 人 骨骼 了 肌 200g， 切 成 小 块 ， 弃 篇 膜 及 脂肪 ， 立 即 投 入 和 RRL SR 
酸 缓冲 液 【 售 PBS0.05M，pH7.5，NaCI 0.1M, EDTAO.001M, {Mak My 2x10‘uAL,， 
PRUE G10 .02% ) 。 用 组 织 粉碎 机 制 成 名 浆 ， 初 慢 速 搅 切 5 秒 钟 , 派 高 速 15 秒 钟 ， 三 次 
H—4> 4h, MAAE, RAZR OPA, (RAL, 3500rpm, 30 分 
oh, HEIR, FOU, KELA, 20,000¢, 2093, ALI, Bitte 物 ， 加 3 
RE ERE Co SRR MOR 1 STritonx 一 100 ) WFE 分 钟 ， 起 
速 岗 心 100,000g，60 分 钟 ， 除 去 表面 脂肪 ， 鹃 取 上 清 液 。 用 下 号 磷酸 缓冲 液 ( I 号 磷酸 
缓冲 液 中 全 0,1 能 TritonX 一 100 ) 透析 16 小 时 。 样 品 置 一 20 亿 贮存 备 M. Lowry RÈ | 
(Lowry, 1951) 测定 蛋白 量 ， 以 牛 血 清白 蛋 自作 标准 ， 上 请 液 中 蛋 日 质 含 量 BRAT 
img/mi, SEBRIK3.6mg/‘in], 

{ 二 ) RRBZRBREEEAERER 

1 . 方法 ， 一 般 需 用 超 量 杂 标 眼镜 蛇 神 经 于 素 与 受 体 结合。 为 摸索 投 量 比 例 ， 我 们 
添 取 自 肌肉 提纯 的 乙酰 胆 奏 党 体 上 清 液 0.5ml ( 相当 4g 了 肌肉 温 重 》， 分 别 如 4 种 不 同 呈 
的 5 眼镜 蛇 祁 经 于 素 ，8.5h1(1.87PM)、1L7HI(3.74PM ) , 34ul {7.48PM ) 68u 
(14,.96PM), 37°C 2 小 上 时， 后 将 样品 经 SephadexG 一 200 凝 胶 柱 过 让 . 

2. WE 

作 ScephadexG 一 200 柱 县 析 “ 柱 床 体积 0 .9X 12cm, H0. 10RA E A ie A Je 
Hr, HO. 5%Triton x ~1LOOMY 工 号 保 酸 缓冲 液 平衡 ， 将 上 述 保温 结合 的 生 个 样品 分 别 
IA BUT AL, HINDER REM REEL, GREE 4 ~ 5 ml 小时， 每 管 收集 0,5ml, BH 
Silk. SAS. 

HEEL —NT—ACHR 43 fp Pty Ht at (uC ) 
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2,2x10 cpm 
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‘st [| --NT—AChR i cpm 

= TST] ONTAChR H Siepmt+? J 一 NTepnr * 100 
dak Sit IL tht oH HS Bg oe A 2 de R eA I EC pMj/g ) 


短 交 肌肉 湿 重 由 :本 -NT--AChR 复 合 物 cpm 
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结合 点 的 回收 率 (pM /g ) 
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RAAB RRP EM CMA T ) 
WU ee ASE (1.87M), EMIS (140M) ,局 样 保 温和 过 柱 ， 
未 见 磺 标 眼镜 絮 神经 毒素 与 牛 血清 白 蛋 上 有 非特 异性 结合 〈 见 图 8 ) 
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AS 磺 标 眼镜 妮 神 经 毒素 与 牛 血清 白 蛋 和 白 非特 异性 结合 臣 验 

ORRDZRMESATKRWE KW 工 腿 锁 蛇 神经 毒素 一 乙酰 胆 玲 受 林 复 合 
物 { 0,12pM ) ， 加 重症 肌 无 力 患 者 血清 5Ll， 于 4 伟哥 温 16 小 时 充分 结合 ,加 羊 抗 人 工 gG 
100m], 37CHIB SAAS, RBS, 000g, 5 分钟 ， 用 含 0.5 名 Triton x 一 100 的 工 号 
磷酸 绿 冲 液 1ml 清 洗 一 次 ， 再 离心 一 次 。 取 二 次 上 清 滚 及 沉淀 物 烟 烁 计数 。 按 工作 单位 
计算 受 休 抗体， 正常 值 之 0.2 工 作 单 位 / 工 ( Lefvert，18978 ) 。5 例 全 身 型 重症 肌 无 力 患 
者， 其 中 4 例 测 得 乙酰 胆 奏 受 体 抗体 (0.27~ 4 工作 单位 ,/ 升 血清 )， 结 果 将 于 另 文 发 
R. 


讨 论 


一 、 服 镜 蛇 分 布 于 我 国 华南 及 华中 地 区 , 含 毒 计较 多 , 主要 为 神经 毒素 。， 大 部 为 61~ 
62 个 氨基 酸 残 基 短 链 毒素 , 系 奏 性 多 必 , 等 电 点 9.2， 分 子 量 为 7,000 诺 右 ( 陈 运 聪 ， 
1978 ) 。 本 组 实验 采用 昆明 动物 研究 所 经 CM 一 纤维 素 柱 层 析 分 离 提纯 的 了 峰 神 经 毒素 ,下 
明 有 突 触 后 膜 的 去 极 化 作用 SEE, 1978). RMNARRTAILERIRA HAM 
素 碘 标 记 ， 取 得 较 高 标记 率 (80%), BN Aenci/ue, MRR CURE, 与 
乙酰 胆 奏 受 体 具有 特异 性 的 亲和力 ， 可 用 于 制备 '*! I 一 NT 一 AChR 复 合 物 ,于 临床 检测 
重症 肌 无 力 患者 乙酰 胆 奏 受 体 抗体 。 用 放射 免疫 分 析 法 达 微 微克 分 子 水 平 ， 具 有 微量 和 
专 一 分 析 的 特征 。 说 明 政 标记 眼镜 蛇 神 经 毒素 确实 是 一 种 有 用 的 生物 分 子 探测 剂 。 

用 所 腕 T 磺 标 眼 镜 蛇 神经 毒素 ， 方 法 简便 易 行 。 为 取得 较 高 比 活性 ， 除 要 求 蛇 毒 必 
须 有 足够 的 纯度 和 活性 外 ， 还 要 掌握 神经 毒素 与 氢 胺 TI 的 比例 及 作用 时 间 ， 否 则 将 损害 


1 T 
if 
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神经 毒素 的 活力 。'*! 1 半衰期 短 ， 为 便于 较 长 时 间 的 实验 ， 可 改 用 '** 1 按司 样 方法 进 
行 标记 。 
二 、 英 礁 型 乙酰 胆 礁 受 体 ， 为 生物 膜 酸性 球 蛋 白 ， 等 电 点 5.2《{ 与 a 一 神经 毒素 结合 
的 复合 物 ) 或 4.8( 游离 的 受 体 ) , 单 体 分 子 量 一 般 为 40,000(Lindstrom, 1977)。 人 类 骨 
获 肌 该 受 体 的 浓度 约 为 1.1X 10-…“ 克 分 子 / 每 克 肌 肉 湿 重 ( Heidmann，1978 ) ， 其 浓度 
比 肝脏 胰岛 素 受 体 ( Img/g 肝 湿 重 =1.33X10-8 克 分 子 /每 克 肝 湿 重 ) (北京 动物 所 ， 
1975 ) 少 得 多 ， 分 离 提纯 难度 较 大 。 要 求 取材 必须 新 鲜 ， 整 个 提纯 过 程 在 4 CHEE PE 
行 ， 和 争取 24~48 小 时 内 能 取得 提纯 上 清 液 。 本 组 采用 人 类 截肢 骨 艇 肌 ， 于 阻 断 血 循 后 立 
MR, RATA, HULA WR DR, RRR. RRR ARR RK 
PINS ( 为 上 海 生物 化 学 制药 厂 产 品 )， 有 广泛 的 蛋白 酶 抑制 作用 ; EDTA 为 低 离 
子 强 度 的 络 合 剂 ， 能 改变 肌 膜 静电 条 件 ( Maddy,1976 ) ，Triton X 一 100 为 非 离子 去 垢 
剂 ， 二 者 均 可 使 乙酰 胆 礁 受 体 从 肌 腊 和 解 聚 而 出 。 整 个 分 离 提 纯 过 程 溶剂 中 需 有 去 垢 剂 以 
保持 受 体 蛋白 的 水 溶性 ， 否 则 受 体 发 生 沉 淀 。 然 而 去 垢 剂 也 可 能 改变 膜 蛋 白 的 构象 ( 北 
泵 动物 所 ，1975 ) ， 克 必须 控制 Triton 六 一 100 浓 度 。 最 后 将 提纯 受 体 上 清 液 进行 透析 。 
本 组 实验 结果 表明 ， 用 超 量 碧 标 眼 镜 蛇 神经 毒素 可 以 提高 每 克 肌 肉 湿 重 中 眼镜 蛇 神 
经 毒素 结合 点 的 回收 率 ( 即 比 活性 ) ， 乙 酰 胆 礁 受 体 与 : I 眼镜蛇 神 经 毒素 一 般 按 
1:10 或 1:20 比 例 即 可 制 成 复合 物 ， 用 于 检测 重症 肌 无 力 患 者 乙酰 胆 礁 受 体 抗体 (Lefvert 
1978), 
小 it 


= 


本 文 报告 用 毛 胺 T 和 氧化 法 碘 标 眼镜 蛇 神 经 毒素 ， 可 取得 较 高 结合 率 ( 80 够 ) 比 活 
性 64Ci/hg。 经 火箭 电泳 等 法 鉴定 证 明 瑰 标 后 眼镜 蛇 神 经 毒素 仍 保持 抗原 性 。 取 人 截肢 
胃 青 肌 ， 用 差 速 离心 及 去 垢 剂 提 纯 获 奏 型 乙 栈 胆 奏 受 体 ， 与 不 同 量 而 标 眼镜 蛇 神 经 毒素 
结合 可 以 制备 成 '，' I 眼镜 蛇 神 经 毒素 一 乙酰 胆 奏 受 体 复合 物 ， 其 比 活性 为 0.12~0.40 
pPM/Vg， 已 查 得 重症 肌 无 力 患 者 的 乙酰 受 体 抗体 。 用 绿 标 眼镜 蛇 神经 毒素 检测 获 玲 型 乙 
栈 胆 礁 受 体 及 其 抗体 ， 具 有 微量 分 析 《 达 微 微克 分 子 水 平 ) 和 专 一 性 分 析 的 特征 ， 说 明 
重症 肌 无 力 是 一 种 自身 免疫 疾病 。 于 临床 检测 共 奏 型 乙酰 胆 奏 受 体 抗体 将 有 助 于 诊 
断 ， 为 探讨 疗效 提供 客观 指标 ， 
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PRIMARY USE OF JODINE LABELED NEURO- 
TOXIN-ACETYLCHOLINE RECEPTOR COM- 
PLEX IN MYASTHENIA GRAVIS RESEARCH 


TUR LAIR 一 HUI CHANG REN—CHIN 
QIAO ZHI —MI NE YANG JIAN 
THE FIRST HOSPITAL OF THE SECOND ARMY MEDICAL COLLEGE, SHANGH AT 


ABSTRACT 


By means of chloramine T oxidation method, e neurotoxin from Naia naja was tn- 
heled with 1°11, Afler passing over a sephades G 25 enlumn and applied assending pa- 
per chromatograph, the rate of Jabel reached to higher degree { 80%) ,Tle specific ac- 
livity was 6uCi/ue, With the help of two dimentional double immunodiffusion and 
rocket immunoefeciropholesis self—illumination, its antigenicity stiff maintained was 
proved, 

Using the nonionic delergenl and rale-zonal centrifuge, nicotinic acetylcholine re- 
ceptor were purified from human skeletal muscle of the amputated extremity, The pro- 


icin content of supernatant was 3,6mg/ml, This supernatant was incubated with 
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various multiplied aver-sose indione labeled i neurotoxin to prepare |! ! ù laheled in 
xin-ACHR complex Passing over a sephadex G-200 column, its specific activily amo- 
unted io {10~378.5 pM/g.The iodine lakeled rewoloxin ard 5000 times unlabeled 
neurotoxin were incubaled with AChR preparation resulting obvious competitive inhibi 
tion, Besides, there wasn’t any nonspecific binding between iodine labeled neurotoxin 
and bovine serum albumine, According to ihe method used in the anti-human globulin 
test, the 1511 Jabeled neuratxin- AChR complex was incubated with the serum of mya- 
sthenia gravis, Then goast-anti-human globulin was added for immunoprecipitation, 
The anlibodies binding to aceiylcholine receptor ( 0.26 4 arbitrary units/} ) were dete- 
cied in the four of the five patients with generalized type of myasthenia gravis, 

This experiment demonsirated thai iodine labeled neurotoxin used as lo detect nico- 
linic acetylcholine receptor and its antibody was characterized by its analysis up to 10 
“mole and definite specificity, Jt also proved that myasthenia gravis is as autoimmu- 
ne disease, To detect nicotinic acetylcholine receptor antibody may become as an use- 
ful means in the diagnosis and also contributes to the investigation of therapy as an ob- 


jective index., 


